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RINGKASAN

PUSPITASARI ESTI. Peningkatan Produksi Lipase T1.2RQ di Pichia pastoris
Melalui Multikopi Gen Lipase dan Ekspresi Bersama Chaperone. Dibimbing oleh
ANTONIUS SUWANTO, ARIS TRI WAHYUDI dan RIKA INDRI ASTUTI.

Produksi lipase bakteri secara heterolog memiliki beberapa kendala ketika
diekspresikan dalam sistem ekspresi protein eukariotik seperti Pichia pastoris.
Dalam penelitian ini, gen lipase T1.2RQ dari Geobacillus stearothermophilus T1.2
diekspresikan pada P. pastoris GS115 melalui strategi yang melibatkan multikopi
gen lipase, menghasilkan peningkatan aktivitas lipase. Tiga kopi gen lipase dalam
plasmid rekombinan pPIC9K T1.2RQ(3X) diintegrasikan ke dalam genom P.
pastoris  GS115, dan analisis kuantitatif menggunakan teknik qPCR
mengkonfirmasi bahwa galur transforman GS115 mengandung enam kopi gen
T1.2RQ, menunjukkan dua kali terjadi integrasi. Pengukuran aktivitas lipase
menunjukkan bahwa galur GS115/T1.2RQ(6X) mengalami peningkatan 111%
dibandingkan dengan yang mengandung 1 kopi gen T1.2RQ. Hasil SDS-PAGE
dan Zymogram menunjukkan pita protein dengan ukuran 43kDa. Analisis kualitatif
pada media LBA+Trybutyrin dari semua galur yang mengandung gen T1.2RQ
menunjukkan zona bening. Produksi lipase dalam fermentasi labu membutuhkan
waktu setidaknya 120 jam untuk menghasilkan aktivitas lipase terbaik. Dengan
demikian, strategi dengan beberapa salinan gen lipase telah secara signifikan (P <
0,05) meningkatkan ekspresi gen lipase bakteri di P. pastoris GS115, dan pertama
kali dilakukan pada lipase dari G. stearothermophilus T1.2.

Gen hacl, yang merupakan aktivator transkripsi pada mekanisme respon
protein yang tidak diterjemahkan (Untranslated Protein Response), diekspresikan
bersama dalam P. pastoris GS115 untuk meningkatkan produksi lipase dari G.
stearothermophilus. Plasmid rekombinan pPICZAwbe hacl ditransformasi ke
dalam P. pastoris yang telah memiliki multikopi lipase (1X dan 4X) untuk
memperoleh galur khamir transforman GS115 / T1.2RQ (1X) hacl dan GS115/
T1.2RQ (4X) hacl. Galur GS115/T1.2RQ(1X)_hacl menunjukkan peningkatan
aktivitas lipase sebesar 86% setelah 120 jam fermentasi, sedangkan galur
GS115/T1.2RQ(4X)_hacl menunjukkan peningkatan awal yang lebih cepat (38%
pada 48 jam fermentasi) dan 28% pada 120 jam. Uji SDS-PAGE dan kualitatif di
media LBA+Tributyrin mengkonfirmasi ekspresi lipase ekstraseluler (~43 kDa)
sesuai dengan ukuran gen T1.2RQ ~1200 bp. Hasil ini menunjukkan bahwa
ekspresi bersama hacl secara signifikan (t-test,p=0,01) meningkatkan produksi
lipase pada P. pastoris, terutama pada konstruksi salinan / kopi yang lebih rendah.

Ekspresi gen lipase G, stearothermophilus T1.2RQ dalam beberapa salinan
(multikopi) telah meningkatkan produksi protein. Strategi multikopi gen dan
ekspresi bersama gen bmh2 dan sso2 dilakukan untuk meningkatkan sekresi lipase
ekstraseluler T1.2RQ pada P. pastoris. Transforman GS115 / T1.2RQ (6X), yang
berisi enam salinan gen lipase, menunjukkan aktivitas tertinggi, digunakan sebagai
cetakan untuk membuat kaset ekspresi bmh2 dan sso2. Gen bmh2 (797 bp) dan sso2
(875 bp) dikloning ke dalam vektor pPICZAwbe, dan ditansformasi untuk
memperoleh khamir transforman GS115/T1.2RQ(6X) bmh2 dan
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GS115/T1.2RQ(6X) sso2. Koloni transforman GS115/T1.2RQ(6X) bmh2#3
menunjukkan peningkatan aktivitas lipase sebesar 71% dibandingkan dengan
kontrol GS115/T1.2RQ(6X), sedangkan GS115/T1.2RQ(6X)_sso2#1
menunjukkan penurunan 23%. Berdasarkan data yang diperoleh, diantara dua
protein chaperone yang diuji, Bmh2 adalah yang paling efektif dalam
meningkatkan aktivitas lipase (P<0,05), kemungkinan karena memfasilitasi ekspor
protein heterolog dari retikulum endoplasma dan pelipatan protein yang benar.
Analisis SDS-PAGE menunjukkan pita protein lipase 43 kDa, dan uji kualitatif
menggunakan media agar tributyrin mengkonfirmasi aktivitas lipase ekstraseluler
pada P. pastoris GS115. Pada produksi biodiesel (Fatty Acid Methyl Ester/FAME),
lipase yang diekspresikan mengkatalisis esterifikasi PFAD (Palm Fatty Acid
Distillated), mengurangi kandungan asam lemak bebas (FFA) menjadi 4,9%,
sehingga memenuhi standar mutu biodiesel (SNI 7182:2015). Analisis gas
kromatografi (GC) menunjukkan bahwa kandungan FAME yang dominan adalah
metil ester palmitat dan stearat. Penelitian ini menunjukkan bahwa gen hmh2 adalah
protein chaperone yang paling efektif secara signifikan (P < 0,05) untuk ekspresi
bersama gen lipase enam salinan/ kopi, meningkatkan aktivitas lipase ekstraseluler.
Enzim yang dihasilkan melalui ekspresi heferolog di P. pastoris dapat digunakan
untuk produksi biodiesel skala laboratorium, sebanding dengan hasil ekspresi
heterolog pada E. coli. Ini  pertama kali dilaporkan dari lipase G.
stearothermophilus T1.2. Hasil penelitian ini berdampak positif pada penelitian
ekspresi gen lipase bakteri pada sistem ekspresi eukariot P. pastoris.

Kata kunci: bmh2, hacl, lipase, multikopi, ss02



SUMMARY

PUSPITASARI ESTI. Enhanced Production of T1.2RQ Lipase in Pichia pastoris
Through Multicopy of Lipase Genes and Co-Expression of Chaperone Guided by
ANTONIUS SUWANTO, ARIS TRI WAHYUDI and RIKA INDRI ASTUTIL.

Bacterial lipase poses potential challenges when expressed in eukaryotic
protein expression systems such as Pichia pastoris. In this study, the T1.2RQ lipase
gene from Geobacillus stearothermophilus T1.2 (isolated from Indonesian hot
springs) was expressed in P. pastoris GS115 through a strategy involving multiple
copies of lipase, resulting in increased lipase activity. Three copies of the lipase
gene in pPIC9K T1.2RQ(3X) recombinant plasmid were integrated into the
genome of P. pastoris GS115, and quantitative analysis using the qPCR technique
confirmed that the GS115 transformant contained six copies of the T1.2RQ gene,
indicating two integration events. Lipase activity measurement showed that the
GS115/T1.2RQ(6X) strain exhibited a 111% increase compared to that containing
a copy of the T1.2RQ gene. SDS-PAGE and Zymogram results showed a protein
band of 43 kDa. Qualitative analysis in LBA+TBN media of all strains containing
the T1.2RQ gene showed clear zones. Lipase production in flask fermentation took
at least 120 hours to produce the best lipase activity. Thus, strategies with multiple
copies of the gene lipase have significantly increased the expression of the bacterial
lipase gene in P. pastoris GS115, and it was first performed on lipase from G.
stearothermophilus T1.2.

The hacl gene, a key regulator of the unfolded protein response (UPR), was
co-expressed in P. pastoris GS115 to enhance the production of a lipase from G.
stearothermophilus. Multicopy lipase constructs (1X and 4X) were transformed
with pICZAwbe hacl, generating GS115/T1.2RQ(1X) hacl and GS115/
T1.2RQ(4X) hacl strains. The GS115/T1.2RQ(1X)_hacl strain showed an 86%
increase in lipase activity after 120 hours versus the control, while the
GS115/T1.2RQ(4X)_hacl strain showed a faster initial increase (38% at 48 hours)
and 28% at 120 hours, which was beneficial for efficient enzyme production.
Overexpression of the hac 1 gene enhances lipase production because it activates
UPR genes when the endoplasmic reticulum is stressed due to a large number of
recombinant proteins and forms proteins that are not appropriately folded. SDS-
PAGE and tributyrin plate assays confirmed extracellular lipase expression (~43
kDa). These results demonstrate that sacl co-expression significantly (t-test,p
=0.01) enhances lipase production in P. pastoris, especially in lower-copy
constructs. The findings are expected to contribute to developing more efficient
microbial cell factories for producing industrial enzymes.

The thermostable T1.2RQ lipase from G. stearothermophilus was
expressed in P. pastoris GS115 via a multicopy lipase gene and co-expression of
chaperone genes. Co-expression of chaperones bmh2 (797 bp) and sso2 (875 bp)
was achieved using Gibson Assembly and pPICZAwbe. Transformants
GS115/T1.2RQ(6X) _bmh2#3 showed 71% higher activity (t-test,p = 0.017) versus
controls, while sso2 reduced activity by 23% (t-test, p = 0.028). SDS-PAGE
confirmed a 43 kDa band, and tributyrin assays verified extracellular lipase
secretion. In biodiesel trials, the lipase reduced Palm Fatty Acid Distillated Free
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Fatty Acid (PFAD FFA) to 4.9%, meeting SNI 7182:2015 standards. This study
demonstrates bmh2’s role in alleviating Endoplasmic Reticulum (ER) stress and
advancing bacterial lipase production in yeast, with applications in sustainable
biodiesel. Gas Chromatography (GC) analysis showed methyl palmitate (C16:0)
and methyl stearate (C18:0) as the dominant Fatty Acid Methyl Ester (FAME). This
research demonstrates that bmh2 is the most effective chaperone for co-expression
with a six-copy lipase, increasing extracellular activity. The enzyme produced by
heterologous expression in P. pastoris can be used for lab-scale biodiesel
production, comparable to that expressed in E. coli. This is the first report of G.
stearothermophilus T1.2RQ lipase, and these findings advance bacterial lipase gene
expression research in the P. pastoris expression system. Future work should
optimize tandem chaperone systems (etc, hac1+bmh2) and pilot-scale fermentation.
This study underscores Indonesia’s microbial biodiversity as a resource for novel
biocatalysts, aligning with Biodiversitas’s mission to bridge ecology and
biotechnology.

Keywords: bmh2, hacl, lipase, multikopi, sso02
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